






































un   anello   aromatico   polifunzionalizzato)   da   cui   si   diramano   vari 
bracci a loro volta ramificati. 
Se la molecola è molto grossa il risultato finale prende la forma di 




per   esempio,   il   veicolamento   di   farmaci   a   specifici   siti   attivi. 
Inoltre,   sfruttando   la   formazione   di   legami   non   covalenti,   alcuni 








possono   essere   in   grado   di   legarsi   tra   loro   (ad   esempio   gruppi 















lisina,   avendo   più   di   un   gruppo   amminico   o   più   di   un   gruppo 
carbossilico, sono in grado di legare, tramite legami ammidici, più 
molecole   contemporaneamente.   Questo   fa   si   che   alcuni   dendrimeri 
vengano studiati dal punto di vista conformazionale per fare meglio 
luce sul tema del folding delle proteine [4]. 






























agli   ossigeni   dei   gruppi   carbonilici,   formando   legami   ad   idrogeno 
intermolecolari o intramolecolari.
I segmenti dendrimerici pur essendo chimicamente uguali tra loro, dal 
punto   di   vista   della   spettroscopia   NMR   tendono   a   distinguersi   in 
definiti sottospettri a causa del diverso intorno chimico prodotto 
dalle diverse condizioni conformazionali. Questo rende la tecnica NMR 
potenzialmente   molto   promettente   per   l'indagine   conformazionale. 
Inoltre per quanto riguarda gli idrogeni ammidici coinvolti o meno in 
legami ad idrogeno, essi sono facilmente distinguibili dal chemical 
shift.   Nelle   parti   degli   articoli   di   letteratura   dedicate 
all'interpretazione degli spettri NMR, in particolare all'analisi dei 
segnali degli idrogeni ammidici, si ricorre spesso al confronto con 
studi   di   molecole   non   dendrimeriche   pressoché   lineari   di   varia 
lunghezza e di solito aventi due o più siti capaci di legarsi ad 
idrogeno   tra   loro.   Sono   riportati   studi   di   molecole   di  lunghezza 
variabile da 1 a 6 unità, nelle quali i siti leganti (ammidici e/o 
3
carbossilici),   alle   estremità,   possono   dare   legami   intramolecolari 
(formando cicli da 6 a 11 termini) e intermolecolari [5,6]. Nei lavori 
in   cui   si   vuole   studiare   in   particolare   la   formazione   di   legami 
intramolecolari, l'indagine è condotta analizzando spettri IR e NMR di 
































sono   legati   a   nessun   protone   sono   numerati   con   numeri   aggiuntivi 
apostrofati.
Spettro 1H NMR
Per   avere   un'idea   generale   sul   composto   in   questione   il   primo 


















Picco C.S.(ppm) Protone n Aspetto Picco C.S.(ppm) Protone n Aspetto
a 7.75  3 o 13 doppietto b 7.45  3 o 13 doppietto
c 5.17  1 doppietto d 4.65 e 4.7  4 e 14 multipletti


































vicini   abbiano   c.s.   e   costante   di   accoppiamento   con   il   protone 























risuonano   intorno   a   7ppm   quando   sono   impegnati   in   un   legame   ad 
idrogeno, e sotto 6ppm quando sono liberi. 
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c.s.(ppm) Carbonio c.s.(ppm) Carbonio c.s.(ppm) Carbonio
26.9 5 o 15 51.9   80 26'
27 5 o 15 52.0 19, 20, 
21,
155 27'
28.5 23, 24, 25 53.0 22 172.5  28', 29', 
29.2 9 53.1 172.7 30', 31',
30.5 7 o 17 51.5 173 32', 33'





nello   spettro   sono   attribuibili   a   carbonili   solo   5   picchi   i   due 

































dando,   quando   necessario,   dei   chiarimenti.   La   maggior   parte   degli 
spettri sono stati registrati usando una soluzione circa 75mM in CDCl3 
e a temperatura di 25.0°C. I parametri elencati sono stati utilizzati 
anche   in   casi   diversi,   adeguando   se   necessario   il   numero   di 
transienti.











































































ottico   interno   di   1,1mm   (misurato   spettroscopicamente   mediante   le 









permette   di   amplificare   il   segnale   del  13C   differenziando   anche   i 
metili, metileni e metini (i 13C quaternari non vengono visualizzati) 
utilizzando   un   trasferimento   di   polarizzazione   dai   protoni   a   essi 
legati. Con questo tecnica i carboni interessati rilassano molto più 















carbonio.   Operando   delle   opportune   sottrazioni   tra   gli   spettri   si 
riescono a produrre degli spettri­sottrazione che mostrano picchi solo 
di un determinato gruppo di carboni.
Inoltre   tutti   gli   intervalli   sono   inversamente   proporzionali   alla 
costante di accoppiamento eteronucleare 1JCH, questa quindi diventa un 
parametro molto importante nella messa appunto di uno spettro DEPT. Se 























Introducendo   la   prossima   tecnica   d'indagine,   apriamo   una   piccola 
parentesi sui due tipi fondamentali di rilassamento dei nuclei [7,8].
Dopo un singolo impulso a 90° la magnetizzazione giace sul piano xy, 
dall'istante   successivo   i   nuclei   inizieranno   a   ruotare   intorno 
all'asse z, producendo il segnale che misuriamo, il FID. Ogni nucleo 
però avrà una frequenza leggermente diverse da quella di Larmor. Le 
varie   componenti   nel   piano   xy   della   magnetizzazione   subiscono   una 
perdita di intensità dovuta al rilassamento spin­spin, ovvero al mutuo 
scambio di spin tra due nuclei che porta alla perdita di fase nel loro 








in   questione   (il   cosiddetto   “reticolo”).   La   costante   cinetica   di 
questo   processo   è   detta   T1,   o   costante   di   rilassamento   di   spin­
reticolo. 
La   teoria   al   riguardo   fornisce   una   funzione   di   questa   grandezza 
rispetto   alla   variabile   legata   alla   mobilità   della   molecola.   Il 













r6  { 2c102c2 8c1402c2 }
dove è il rapporto giromagnetico del nucleo, 0 è la frequenza di 
Larmor   ed   r   è   la   distanza   tra   il   nucleo   considerato   e   un   altro 
interagente dipolarmente con esso [8]. La relazione non è semplice, ma 
può essere discussa facilmente nei due casi limite: 
i)   quando   il   prodotto  c0  è   molto   minore   di   1,   il   T1  diventa 
inversamente proporzionale al corralation time c;










come   “inversion   recovery”   [7].   Essa  inizialmente   inverte   la 
megnetizzazione portandola lungo ­z (impulso 180° lungo x), attende un 
tempo d2  variabile (intanto la magnetizzazione rilassa), infine la 




























dove     è   la   viscosità   del   solvente,  a  rappresenta   il   “raggio” 
molecolare e T la temperatura [8].
La   viscosità   del   solvente   è   tabulata   e   a   25°C   vale   0.542   cp 




















del   segnale   in   uno   spettro   è   proporzionale   alla   magnetizzazione 
portata   nel   piano   xy   dall'impulso   a   90°.   A   sua   volta   la 
magnetizzazione   dipende   dall'intervallo   di   tempo   d2  secondo   la 
formula:










ii)   il   protone   metinico   “e”   ha,   rispetto   ai   suoi   simili,   un 










questa   operazione   si   può   tentare   analizzando   le   costanti   di 
accoppiamento, se presenti. La costante J è dovuta all'accoppiamento 
di due nuclei vicini nella catena di legami (due, tre legami, di più è 
raro   incontrarne),   per   questo   denota   una   “vicinanza   elettronica”. 
Perciò in spettri in cui queste costanti sono facilmente misurabili 
basta confrontarle, due a due, per individuare quali nuclei accoppiano 





































diversi   (con   J   di   4.5Hz   e   9.3Hz).   Quindi   il   tripletto   sdoppiato 
iniziale è dovuto al fatto che, casualmente, anche la J fra il protone 
ammidico e il metinico è di 9.3Hz. Osservazioni del tutto analoghe si 





Finora   abbiamo   trattato   esperimenti   di   NMR   cosiddetti 
monodimensionali, questo perché si riferiscono ad una sola dimensione 
delle frequenze. In questo capitolo parleremo invece degli esperimenti 
effettuati   in   due   dimensioni   e   più   precisamente   delle   mappe   di 
correlazione COSY, NOESY ed HETCOR [7].
Le   mappe   bidimensionali   sono   chiamate   tali   in   quanto   gli   spettri 
vengono   rappresentati   in   un   piano   cartesiano   con   due   domini   di 






















quelle   componenti   della   megnetizzazione   che   subiscono   tale 
ridistribuzione   e   precedono   con   una   frequenza   durante   t1  e  con 
un'altra durante t2. In questo modo solo le frequenze che accoppiano 
21
























Questa   tecnica   sfrutta   l'effetto   NOE   per   produrre   uno   spettro 
bidimensionale [7,8].
L'effetto   NOE   (Nuclear   Overhauser   Effect)   è   un   importantissimo 
strumento di indagine nella spettroscopia NMR, permette infatti di 
individuare in una molecola i nuclei spazialmente vicini.




saturato   infatti   tenderà   a   tornare   nello   stato   di   equilibrio 






testi   specifici.   La   teoria   porta   a   definire   una   relazione   tra 

























colorate   di   entrambi   i   colori   sono   quelle   dovute   alla   naturale 
disposizione della molecola a seguito del concatenamento, invece le 
zone colorate solo in rosso sono quelle relative ad un effetto NOE 
dovuto   ad   accoppiamenti   dipolari   di   nuclei   vicini   a   causa   di 
particolari arrangiamenti della molecola.
Si nota in particolare un intenso effetto NOE relativo al protone 

















































lontani   dal  centro  chirale,  a  differenza   di  quanto  accade  per  le 
coppie di protoni legati ai carboni 7 e 17;
  ­facendo   un   balzo   in   avanti   arriviamo   nella   zona   dei   metini   e 
metossili (figura 15), i primi segnali che si incontrano sono quelli 
dei   carboni   4   e   14   a   51.5­51.8ppm   confermati   dallo   spettro   del 











­in   qualche   modo   legare   ad   idrogeno   solo   due   dei   suoi   idrogeni 
ammidici, cosa che potrà fare tramite legami intra o intermolecolari;





solo   con   l'analisi   NMR.   Un   modo   semplice   è   assumere   che,   ad   una 
concentrazione   abbastanza   bassa,   la   formazione   di   legami 
intermolecolari non sia favorita. Questo è dimostrato dall'analisi dei 
chemical   shifts   del   protone   NH   della   N­metilformammide   al   variare 
della concentrazione [5].









protone   ammidico   legato   a   idrogeno   (8ppm),   mentre   a   basse 







dell'acqua   presente   nel   solvente   deuterato   interferisce 
significativamente con lo spettro del soluto.
Spettri IR. 
A   concentrazioni   molto   basse   la   sensibilità   dell'NMR   si   abbassa 
notevolmente (si devono accumulare migliaia di spettri per ottenere un 
sufficiente rapporto s/r).
Abbiamo   quindi   cercato   di   discriminare   i   legami   ad   idrogeno 
intramolecolari da quelli intermolecolari con spettri IR, seguendo una 
metodologia ben consolidata [5].












Abbiamo   analizzato   la   soluzione   concentrata   (75mM)   in   CDCl3,   la 
soluzione concentrata (25mM) in CCl4 e quella diluita (1mM) in CCl4.






















































risoluzione,   in   particolare   dei 
gruppi ammidici.
Analizzando   più   approfonditamente 
lo spettro a 25° si possono notare 
delle piccole gobbe  ai  piedi dei 












Abbiamo   effettuato   anche   spettri   del  13C   a   30°C   e   a   50°C.   Le 
differenze   sono   poche   ai   campi   bassi,   i   segnali   fino   a   150ppm 



































Il   solvente   che   abbiamo   utilizzato   finora   è   mediamente   polare   ma 
incapace   di   formare   legami   ad   idrogeno   e   non   ha   ostacolato   la 
formazione   di   legami   H   intramolecolari   nel   Boc­G2.   La   prova   che 
abbiamo effettuato è stata registrare degli spettri al 1H e 13C in un 
solvente   più   polare.   Per   rendere   l'ambiente   più   polare   abbiamo 
aggiunto   alla   soluzione   due   diverse   quantità   di   dimetilsolfossido 
(DMSO/CDCl3 5/95 in peso, DMSO/CDCl3 20/80 in peso) [9].
Con la soluzione poco concentrata lo spettro  1H non varia molto: i 
































primo   effetto   della   maggiore   tendenza   all'aggregazione   l'abbiamo 




















individuare   quali   sono   i   più   probabili   accettori   di   legame   nella 
molecola. Ci sono due gruppi carbonilici e uno carbossilico dei gruppi 
ammidici   e   quattro   gruppi   esterei,   tutti   capaci   di   accettare   un 












8 termini: 9 termini: 10 termini: 11 termini:
















CO32'   e   H13­CO29'/H3­CO32'.   Abbiamo   provato   a   costruire   con   un 
modellino   molecolare   le   due   strutture.   Entrambe   sembrano   essere 
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